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!!'摘要(!背景!白细胞介素#6a$=0 既介导炎症反应过程又在损伤修复中发挥重要作用"但其具体机制

及其在糖尿病角膜组织损伤修复中的作用值得探讨)!目的!探讨 6a=0 在正常和糖尿病小鼠角膜缘干细胞

活化和角膜上皮修复过程中的作用及其机制)!方法!正常 0 ZQ 周龄 ><$Va70 小鼠 <& 只"采用随机数字表

法随机分为正常对照鼠 %& 只和糖尿病模型鼠 &# 只"采用 <# (I7MI链脲佐菌素连续腹腔内注射 < C 的方法诱

导建立小鼠糖尿病模型) 正常对照小鼠和糖尿病模型小鼠均行角膜上皮刮除术"然后分别于刮除后即刻和

YQ A 结膜下注射 6a=0 或等容量 @VO"采用荧光素染色法评价随时间延长的角膜上皮的愈合情况) 体外培养小

鼠角膜上皮干7祖细胞#?d'& 细胞系$"采用结晶紫染色法评估不同质量浓度 6a=0 处理后细胞克隆率#>P'$"

并与空白对照组进行比较%采用免疫荧光检测法和 bD9FDB: L+3F法检测细胞和小鼠再生上皮中干细胞标志物

*U@0%*d*0$ 的表达以及关键转录因子 O?\?% 磷酸化水平%采用实时荧光定量 @>K法和 'a6O\法检测小鼠角

膜再生上皮中 6a=0 的 (KU\及蛋白水平)!结果!角膜荧光素染色检查显示"正常对照小鼠和糖尿病模型小

鼠 @VO 注射组与 6a=0 注射组注射后 &Y*YQ 和 $& A 残留角膜上皮缺损面积占原始缺损面积的百分比随角膜上

皮损伤后时间延长均明显缩小"同时间点 6a=0 注射组角膜上皮缺损面积均明显小于 @VO 注射组"组间总体差

异均有统计学意义#正常对照组&Q
分组

e"; ;̀Q&"Jl# #̀"%Q
时间

e<Q; %̀<#"Jl# #̀"%糖尿病组&Q
分组

e&< Ỳ"""Jl

# #̀"%Q
时间

e%%Y Q̀#$"Jl# #̀" $) 空白对照组及 "#* &#* <#* "## :I7(+6a=0 处理组 >P'分别为 # "% &̀% p

" "̀&$[*#"< Q̀$p" %̀#$[*#&" 0̀;p" 0̀&$[*#&< %̀%p" &̀Q$[和#"Q 0̀$p" <̀Y$["随着 6a=0 质量浓度的增加

>P'逐渐增加"总体比较差异有统计学意义#Qe%< <̀Y$"Jl# #̀"$) <# :I7(+6a=0 处理 <*"#*"<*%# 和 0# (*:

细胞中 *U@0%*d*0$ 和 E=O?\?% 蛋白的相对表达量随着处理时间的延长均逐渐增加"各时间点细胞中

*U@0%*d*0$ 和 E=O?\?% 蛋白的相对表达量均明显高于空白对照组"差异均有统计学意义#均 Jl# #̀<$) 糖

尿病组和正常对照组小鼠角膜上皮刮除后 &Y A 的再生上皮中 6a=0 (KU\相对表达量分别为 # Ỳ<p# &̀" 和

" #̀#p# "̀0"糖尿病组小鼠角膜再生上皮中 6a=0 (KU\相对表达量较正常对照组小鼠下降 <0["差异有统计

学意义#-e% Ỳ&"Je# #̀%$"糖尿病小鼠角膜上皮刮除后 YQ A 的再生上皮中 6a=0 蛋白质量浓度为 #&<$p

"&$:I7%+"明显低于正常对照组小鼠的#%&%p"$$:I7%+"差异有统计学意义#-e< 0̀#"Jl# #̀"$)!结论!6a=0

能够通过激活 O?\?% 信号通路促进正常和糖尿病小鼠角膜缘干细胞的活化和增生"进而促进角膜上皮修复"

而封闭内源性 6a=0 则会延迟小鼠角膜上皮的修复)!

'关键词(!白细胞介素=0% 角膜损伤% 细胞增生7药物作用% O?\?% 转录因子7代谢% 损伤修复7药物作

用% 糖尿病% 角膜上皮干细胞% 近交系 ><$Va小鼠
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!34/'."+'"5N"+O&.)1%-56:FDB+DGM*:=0 #6a=0$ *9)E+D*3FB3E*22.F3M*:D*:H3+H*:I*: *:J+)(()F*3: ):C N3G:C

AD)+*:I1@BDH*3G9BDE3BFJ3G:C FA)F6a=0 *:2BD)9D9EA39EA3B.+)FDC O?\?% # E=O?\?% $ +DHD+):C EB3(3FD923B:D)+

DE*FAD+*)+N3G:C AD)+*:IL.9F*(G+)F*:I(*IB)F*3:1X3NDHDB"FADD99D:F*)+B3+D3J6a=0 *: 23B:D)+DE*FAD+*)+N3G:C

AD)+*:I):C FADD-EBD99*3: 2A):ID9*: C*)LDF*2(D++*FG9BD()*:9G:M:3N:1!;4P(+'$H(!?A*99FGC.N)9F3D-E+3BDFAD

B3+D93J6a=0 *: 23B:D)+DE*FAD+*)+EB3+*JDB)F*3: ):C N3G:C AD)+*:I*: L3FA :3B()+):C C*)LDF*2(*2D1!E('*)-/!

P*JF.=FN3:3B()+><$Va70 (*2DNDBDB):C3(*,DC *:F3:3B()+23:FB3+IB3GE # %& (*2D$ ):C C*)LDF*2IB3GE

#&# (*2D$1?.ED" C*)LDF*2(D++*FG9N)9*:CG2DC L.*:FB)EDB*F3:D)+*:8D2F*3:93J<# (I7MI9FBDEF3,3F32*: 3:2DEDBC).

J3B23:9D2GF*HD< C).9*: FAD(*2D3JFADC*)LDF*2IB3GE1bA3+D23B:D)+DE*FAD+*G(N)992B)EDC *: )++(*2D"):C FAD

23B:D)+DE*FAD+*)+CDJD2F)BD)N)9D-)(*:DC L.J+G3BD92D*: 9F)*:*:I*: &Y"YQ ):C $& A3GB9)JFDB23B:D)+DE*FAD+*G(

BD(3H)+1KD23(L*:):F(3G9D6a=0 3B):F*=6a=0 L+32M*:I):F*L3C.3J< %+NDBD9GL23:8G:2F*H)++.*:8D2FDC )223BC*:IF3

FADIB3GE*:I):C 23:FB)9FDC N*FA @VO *:8D2F*3: IB3GE 3B*93F.ED23:FB3+):F*L3C.IB3GE"BD9ED2F*HD+.1?d'& 2D++9")

(3G9D23B:D)+DE*FAD+*)+9FD(7EB3ID:*F3B2D+++*:D" NDBDFB.E9*:*,DC ):C *:2GL)FDC *: FADdOPS N*FA C*JJDBD:F

23:2D:FB)F*3:93J6a=0 3BN*FA3GF6a=0"):C 23+3:.J3B()F*3: DJJ*2D:2.#>P'$ N)9D-)(*:DC L.2B.9F)+H*3+DF9F)*:*:I1

?ADD-EBD99*3:93J*U@0% ):C d*0$"9ED2*J*2()MDB93J9FD(2D++9"NDBDCDFD2FDC L.*((G:3J+G3BD92*:DFD2A:3+3I.1

?ADD-EBD99*3:93J*U@0%"d*0$ ):C E=O?\?% EB3FD*:9NDBD)99).DC *: FAD2D++9L.bD9FDB: L+3F"BD9ED2F*HD+.1?AD

D-EBD99*3: 3J6a=0 (KU\):C EB3FD*: *: FADBDID:DB)FDC 23B:D)+DE*FAD+*G(N)9CDFD2FDC L.BD)+F*(DhG):F*F)F*HD

@>K):C 'a6O\1?ADG9D):C 2)BD3JFAD(*2D23(E+*DC N*FA FADOF)FD(D:F3J\9932*)F*3: J3BKD9D)B2A *: T*9*3: ):C

5EAFA)+(3+3I.1!Q(/1I'/!?ADEDB2D:F)ID3JBD9*CG)+23B:D)+DE*FAD+*G( CDJD2F)BD)N*FA *:*F*)+CDFD2F)BD)N)9

IB)CG)++.9AB*:MDC 3HDBF*(D)JFDB@VO ):C 6a=0 *:8D2F*3: *: L3FA :3B()+23:FB3+(*2D):C C*)LDF*2(*2D"):C FAD

EDB2D:F)ID3JBD9*CG)+23B:D)+DE*FAD+*G( CDJD2F)BD)N)99*I:*J*2):F+.BDCG2DC *: FAD6a=0 *:8D2FDC IB3GE 23(E)BDC

N*FA FAD@VO *:8D2FDC IB3GE # :3B()+23:FB3+IB3GE&QIB3GE e"; ;̀Q&"Jl# #̀"%QF*(De<Q; %̀<#"Jl# #̀"%4*)LDF*2

IB3GE&QIB3GE e&< Ỳ"""Jl# #̀"%QF*(De%%Y Q̀#$"Jl# #̀"$1?AD>P'N)9#"% &̀%p" "̀&$["#"< Q̀$p" %̀# $["

#&" 0̀;p" 0̀&$["#&< %̀%p" &̀Q$[ ):C #"Q 0̀$p" <̀Y$[ *: FADL+):M 23:FB3+IB3GE ):C "#"&#"<#""## :I7(+

6a=0=FBD)FDC IB3GE9"BD9ED2F*HD+."9A3N*:I)IB)CG)+*:2BD)9D3J>P'CDED:CD:FGE3: 6a=0 23:2DFB)F*3:9#Qe%< <̀Y$"
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BDE)*BCDJD2FDC 23B:D)+DE*FAD+*G(L.)2F*H)F*:IO?\?% 9*I:)+*:IE)FAN).*: L3FA :3B()+):C C*)LDF*2(*2D"NA*+DFAD

L+32M*:I3JD:C3ID:3G96a=0 *(E)*B9FAD23B:D)+DE*FAD+*)+2D++)2F*H)F*3: ):C N3G:C AD)+*:I1!

!6(# 7).-/"56:FDB+DGM*:=0% >3B:D)+*:8GB*D9% >D++EB3+*JDB)F*3:7CBGIDJJD2F9% O?\?% FB):92B*EF*3: J)2F3B7

(DF)L3+*9(% b3G:C AD)+*:I7CBGIDJJD2F9% 4*)LDFD9(D++*FG9% >3B:D)+DE*FAD+*)+9FD(7EB3ID:*F3B2D++9% S*2D"

*:LBDC ><$Va

L1%-,.)&."2& OA):C3:I@B3H*:2*)+U)FGBDO2*D:2DPG:C J3B4*9F*:IG*9ADC c3G:IO2A3+)B9#Ri&#"<"Q$

!!各种组织损伤后的修复过程均经历炎症期*增生
期和重构期"各期之间既有明显的阶段性又互有重叠"
若上述某个期间持续的时间延长而破坏了修复过程的

自然平衡"则会导致持续性炎症*溃疡或瘢痕化"影响

组织的功能
+", ) 研究组织损伤后的修复机制具有重

要的临床意义"在参与组织损伤修复的各种因子中"白
细胞介素#*:FDB+DGM*:"6a$=0 可以激活单核细胞和活化
巨噬细胞"还能引起许多与损伤修复相关的反应 +&, )
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研究发现"6a=0 在干燥综合征*角膜结膜炎*干眼和角
膜感染性疾病中具有重要作用"其可促进兔角膜上皮
细胞的移行和损伤修复能力"c0_W 基因敲除小鼠则表
现出皮肤损伤后修复能力及肝脏和感觉神经元轴突再

生能力的减弱"表明 6a=0 在组织损伤修复中起着重要
的作用

+% "̂%, ) 作为一种能够被 6a=0 家族中多种因子
激活的转录因子"O?\?% 能够调节细胞的凋亡*增生*
迁移以及存活等生物学行为"角膜上皮损伤后的快速
修复是通过角膜缘干细胞产生的瞬时扩增细胞来维持

的"阻断 O?\?% 信号通路可以抑制细胞增生*促进干
细胞分化*延迟上皮修复 +"Y &̂&, ) 我们前期研究发现"
糖尿病小鼠角膜上皮损伤的延迟修复与磷酸化 O?\?%
# EA39EA3B.+)FDC=O?\?%" E=O?\?% $ 水 平 的 降 低 有
关

+&&, ) 研究表明"糖尿病患者角膜上皮损伤修复延迟
与再生信号通路受损*大量糖基化终末产物积聚以及
神经营养的缺乏等有关"糖尿病患者角膜缘干细胞标
志物表达下调"角膜上皮再生过程延迟 +"0 "̂Q, ) 我们前
期研究发现"6a=0 家族来源的睫状神经营养因子
#2*+*)B.:DGB3FB3EA*2J)2F3B">U?P$在促进角膜上皮干7
祖细胞活化及角膜上皮损伤修复中起着重要作用

+&&, "
然而 6a=0 家族中最重要的细胞因子 6a=0 是否参与角
膜上皮损伤修复仍然不明确) 本研究中拟探讨 6a=0
在角膜上皮损伤修复中的作用及其机制)

85材料与方法

8185材料
818185实验动物5<& 只 0 ZQ 周龄雄性 ><$Va70 小
鼠"购自中国医学科学院实验动物研究所"由山东省眼
科研究所实验室动物中心饲养) 采用随机数字表法将
动物随机分为糖尿病小鼠 &# 只和正常对照小鼠 %&
只) 实验过程遵循视觉与眼科学研究协会#\9932*)F*3:
J3BKD9D)B2A *: T*9*3: ):C 5EAFA)+(3+3I."\KT5$制定
的动物使用规范)
818195主要试剂及仪器5小鼠角膜缘干7祖细胞系
#?d'&$由厦门大学眼科研究所李炜教授馈赠%无血清
角化细胞培养液 # MDB)F*:32.FD9DBG( JBDD(DC*G("
dOPS$#美国 6:H*FB3ID: 公司$%O?m#9FBDEF3,3F32*:$ #美
国 O*I()公司 $%V>\试剂盒 #深圳碧云天公司 $%
@T4P#美国 S*++*E3BD公司$%UG2+D39E*: KU\试剂盒
#德国 S)2ADBD.=U)ID+公司 $%逆转录试剂盒 #日本
?)M)B)公司 $%小鼠 6a=0 'a6O\检测试剂盒 #美国
DV*392*D:2D公司 $%6a=0 # Y#0=Sa7>P$ #美国 Kj4公
司$%6a=0 中和抗体#\LQ%#<%$ #英国 \L2)(公司$%兔
抗鼠 *U@0% 一抗#UV@&=&;Y0$"bD9FDB: L+3F工作浓度

" _" ###"免疫荧光工作浓度 " _&##$ #美国 U3HG9公
司$%绵羊抗鼠 d*0$ 一抗#\P$0Y;"bD9FDB: L+3F工作浓
度 " _" ###"免疫荧光工作浓度 " _&##$ #美国 Kj4公
司$%兔抗鼠 E=O?\?% 一抗#\@##$#"bD9FDB: L+3F工作
浓度 " _" ###"免疫荧光工作浓度 " _&## $*兔抗鼠
O?\?% 一抗 # \0<##" 工作浓度 " _" ### $ #美 国
\V2+3:)+公司$%]\@4X内参 #上海康成公司$%辣根
过氧化物酶标记的山羊抗兔 6I]二抗#ad&##""工作
浓度 " _& ###$#山东三箭公司$%辣根过氧化物酶标记
的驴抗绵羊 6I]二抗#\&"#0#"工作浓度 " _& ###$ #美
国 \LLM*:D公司$%\+D-)P+G3BYQQ 标记驴抗绵羊 6I]
二抗#\""#"<"工作浓度 " _&##$*\+D-)P+G3B<;Y 标记
驴抗兔 6I]二抗#\&"&#$"工作浓度 " _&##$#美国 a*JD
?D2A:3+3I*D9公司$%化学发光剂 #美国 ?ADB(3P*9ADB
公司$%a*JD92): 血糖测量仪#美国强生公司$%电动角
膜去 上 皮 刀 #美 国 \+IDB公 司 $% 裂 隙 灯 显 微 镜
#Vi;##"瑞士 X))I=OFBD*F公司$%冷冻切片包埋剂 5>?
#美国樱花公司 $%'2+*E9D?'&###=g显微镜 #日本
U*M3: 公司$%酶标仪 #美国 S3+D2G+)B4DH*2D9公司$%
\V6$<## 检测系统#美国 V*39.9FD(9公司$)
8195方法
819185糖尿病模型的建立5糖尿病小鼠用 EXY <̀ 的
预冷枸橼酸缓冲液溶解的链脲佐菌素行腹腔内注射"
剂量为 <# (I7MI"连续注射 < C"诱导 " 型糖尿病小鼠
动物模型%正常对照组小鼠以同样方法注射等容量的
枸橼酸缓冲液) 于末次注射后 Y 周取鼠尾静脉血"监
测血糖水平""& 周后血糖水平高于 %## (I7C+者视为
造模成功)
819195角膜上皮损伤修复模型的建立*分组及缺损面
积计算!每只小鼠均行单眼造模) 正常对照及糖尿病
模型小鼠全身麻醉"以体积分数 &[利多卡因点眼行
术眼局部麻醉"用电动刮刀刮除角膜上皮"直径为
% (() 分别于造模后 #*&Y*YQ 和 $& A 用质量分数
# &̀<[荧光素钠 " 滴点眼"裂隙灯显微镜照相机照相"
用 6()IDR软件测定并计算角膜上皮缺损面积) 将 "&
只糖尿病角膜上皮损伤修复模型鼠分为 @VO 注射组
和 6a=0 注射组"根据预实验结果"6a=0 注射组分别于
角膜上皮刮除后即刻和 YQ A 结膜下注射 < %+6a=0"剂
量为 <# :I"@VO 注射组以同样方法注射等容量 @VO 缓
冲液%另将 "& 只正常小鼠分为同型对照抗体注射组和
6a=0 中和抗体处理组"根据预实验结果 6a=0 中和抗体
处理组分别于角膜上皮刮除前 &Y A 及刮除后即刻*
&Y A结膜下注射 6a=0 中和抗体 < %+"剂量为 < %I"同型
对照抗体组以同样的方法注射等剂量和等容量的同型

!<&Y!中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



对照抗体)
8191:5克隆形成实验评估角膜上皮干7祖细胞增生情
况!将 " ### 个 ?d'& 细胞接种于六孔培养板中"分别
加入 "#*&#*<#*"## %I7(+6a=0 溶液处理 $ Z"# C"用
质量分数 Y[多聚甲醛固定"结晶紫染色法评估细胞
克隆形成率#23+3:.J3B(*:IDJJ*2*D:2.">P'$">P'e每
孔克隆数7接种细胞r"##[) 未添加 6a=0 处理的细胞
为空白对照组)
8191?5免疫荧光染色法检测和定位眼球切片和 ?d'&
细胞中 *U@0%*d*0$*E=O?\?% 蛋白的表达!角膜上皮
刮除后 YQ A 取下 & 只小鼠眼球"置于冰冻切片包埋剂
中速冻切片"切片厚 $ %() 眼球切片或培养的细胞以
Y[多聚甲醛固定"质量分数 # %̀[?B*F3: f="## 透化
处理"正常血清封闭) 于切片和细胞中滴加相应一抗
#@VO_VO\e" _"配制稀释液$"Y q孵育过夜"加入对
应的荧光标记二抗"%$ q孵育 " A"4\@6复染细胞核"
激光扫描共焦显微镜或 '2+*E9D?'&###=g显微镜下观
察切片及细胞中目的蛋白的表达)
8191>5bD9FDB: L+3F法定量检测 ?d'& 细胞中角膜缘
干细胞标志物蛋白和 E=O?\?% 的表达!将 ?d'& 细胞
接种至 0# ((培养皿"培养后 &Y A 将细胞分为空白对
照组*6a=0 处理 <* "#* "<* %# 和 0# (*: 组"分别用
<# :I7(+的 6a=0 刺激细胞 #*<*"#*"<*%# 和 0# (*:"然
后应用 @VO 漂洗细胞 & 次"置于裂解缓冲液中裂解后
取得总蛋白"在质量分数 "#[O4O=@\]'凝胶中电泳
& A"电压为 ""# T"转印至 @T4P膜"以质量分数 <[脱
脂奶粉封闭 " A"分别加入 *U@0%*d*0$* E=O?\?% 和
O?\?% 一抗"室温下作用 " A"?VO?溶液清洗 % 次"加
入辣根过氧化物酶标记的对应二抗"化学发光剂发光
后显影"以 ]\@4X作为内参) 使用 U6X6()IDR软件
#VDFAD9C)"S4$进行条带灰度计算"目的蛋白相对表
达量e目的蛋白条带灰度值7]\@4X表达灰度值"并
计算 E=O?\?% 表达量与 O?\?% 表达量的比值)
8191D5实时荧光定量 @>K法检测正常和糖尿病小鼠
角膜 上 皮 中 6a=0 (KU\ 的 相 对 表 达 量 ! 应 用

UG2+D39E*: KU\试剂盒提取小鼠角膜上皮组织总
KU\"用逆转录试剂盒将总KU\逆转录成24U\"应用
OcVK]BDD: 及 \V6$<## 检测系统进行定量 @>K分
析"反应条件&;< q预变性 "# 9%然后 ;< q变性 "< 9"
0# q退火延伸 " (*:"共 & 个循环) 使用序列检测系统
#ODhGD:2D4DFD2F*3: O.9FD("O4O$软件进行数据分析"
以 ]\@4X作为内参) 6a=0 上游引物&<3=\>>\>?>>
>\\>\]\>>?]?>?=%3"下游引物&< 3=>\]\??]???
?>?]>\\]?]>\?=%3%]\@4X上游引物&<3=>?]>>>

\]\\>\?>\?>>>?=%3"下游引物&< 3=]]?>>?>\]?
]?\]>>>\\]\=%3) @>K数据采用计算 >F值的方法
定量分析) 目的基因相对表达量e目的基因表达量7
]\@4X基因表达量)
8191C5'a6O\法检测小鼠角膜上皮上清液中目的蛋
白质量浓度!取同龄正常和糖尿病小鼠角膜上皮加入
%## %+预冷 @VO"冰上电动研磨 % (*:"冰上超声 &# Z
&< 次"离心半径 < %̀ 2(""" ### B7(*:*Y q条件下离心
< (*:"取上清液) 使用小鼠 6a=0 'a6O\检测试剂盒"
按照试剂盒说明进行定量分析"以 V>\试剂盒测定总
蛋白浓度"测定角膜上皮上清液中目的蛋白的质量浓
度"使用酶标仪在 Y<# :(处读取吸光度#Y$)
81:5统计学方法

采用 O@OO "$1# 统计学软件#美国 6VS公司$进
行统计分析) 本研究中测量指标的数据资料经
OA)E*B3=b*+M 检验呈正态分布"以 Up?表示"组间均数
经 aDHD:D检验方差齐) 采用均衡分组多水平研究设
计"6a=0 注射组与 @VO 注射组*6a=0 中和抗体注射组
与同型对照抗体注射组结膜注射后不同时间点小鼠角

膜上皮缺损面积变化的总体差异比较采用区组设计两

因素方差分析"多重比较采用 aO4=-检验%6a=0 作用后
不同时间点间 >P'*细胞中 *U@0% 和 d*0$ (KU\及
其蛋白以及 E=O?\?%7O?\?% 值的总体比较采用单因
素方差分析"组间比较采用 4G::DFF-检验%正常对照
小鼠与糖尿病小鼠角膜中 6a=0 (KU\及其蛋白表达
量的差异比较采用独立样本 -检验) 采用双尾检测
法"Jl# #̀< 为差异有统计学意义)

95结果

9185正常对照小鼠注射6a=0 后角膜上皮修复情况比较
6a=0 注射组和 @VO 注射组角膜上皮损伤后即刻

均可见全角膜荧光素染色"6a=0 注射组小鼠在注射后
&Y A 角膜荧光素染色面积明显缩小"注射后 YQ A 仅见
角膜中央荧光素染色"注射后 $& A 角膜光滑透明"无
荧光素染色) @VO 注射组小鼠在角膜荧光素染色面积
均明显大于相应时间点 6a=0 注射组"@VO 注射后 $& A
仍可见角膜中央区荧光素染色#图 "\$) @VO 注射组
注射后 &Y*YQ 和 $& A 残留角膜上皮缺损面积占原始
缺损面积的百分比分别为 # $$ 0̀ p& "̀ $[* # &Q $̀ p
Y #̀$[* # < $̀ p& 0̀ $["6a=0 注射组分别为 # 0Y <̀ p
Y 0̀$[*#"Y &̀p% %̀$[*## Ỳp# %̀$["各组在不同时
间点残留角膜上皮缺损面积占原始缺损面积的百分比

的总体比较差异有统计学意义 #Q分组 e"; ;̀Q&"Jl
# #̀"%Q时间 e<Q; %̀<#"Jl# #̀"$#图 "V$)
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图 85正常对照小鼠

各组结膜注射后不同

时间角膜上皮损伤面

积变化的比较! \h

注射后不同时间点各

组小鼠角膜荧光素染

色面积比较"6a=0 注

射组小鼠角膜上皮缺损修复快于 @VO 注射组!Vh@VO 注射组与 6a=0

注射组小鼠角膜上皮缺损面积随时间变化的量化比较!Q分组 e

"; ;̀Q&"Jl# #̀"%Q时间 e<Q; %̀<#"Jl# #̀"1与各自时间点 @VO 注射组

比较")Jl# #̀<#重复测量两因素方差分析"aO4=-检验"$ e%$!6ah

白细胞介素
!

9195各组小鼠角膜上皮干7祖细胞增生情况
结晶紫染色结果显示空白对照组细胞克隆形成"

随着 6a=0 质量浓度的增加"细胞克隆数逐渐增加"
<# :I7(+6a=0 处理组细胞克隆数最为密集) 空白对照
组和 "#*&#*<#*"## :I7(+6a=0 处理组 >P'分别为
#"% &̀% p" "̀& $[ 和 # "< Q̀$ p" %̀# $[* # &" 0̀; p
" 0̀&$[*#&< %̀%p" &̀Q$[*#"Q 0̀$p" <̀Y$["组间总
体比较差异有统计学意义 #Qe%< <̀Y$"Jl# #̀"$"以
<# :I7(+6a=0 处理组 >P'最高#图 &\$) bD9FDB: L+3F

检测结果显示"随着 6a=0 处理时间的延长"6a=0 处理
<*"#*"<*%# 和 0# (*: 细胞中 *U@0% 的相对表达量分
别为 " Ỳ"p# #̀;*" Ỳ% p# "̀Q*" $̀& p# "̀<*& &̀$ p# &̀;

和 Y Q̀Yp# "̀#"空白对照组为 " #̀#p# "̀""组间总体比
较差异有统计学意义#Qe&#Q #̀$"Jl# #̀"$"与空白对
照组比较"6a=0 处理 <*"#*"<*%# 和 0# (*: 组 *U@0%

的相对表达量均明显升高"差异均有统计学意义 #均
Jl# #̀<$#图 &V$) 6a=0 处理 <*"#*"<*%# 和 0# (*: 组
细胞中 d*0$ 相对表达量分别为 $ Q̀Q p# $̀<*; $̀" p
# $̀$*"% %̀%p# Q̀Q*"% 0̀;p# <̀Q 和 "0 "̀$p" #̀Q"空白
对照组为 " #̀#p# "̀""组间总体比较差异有统计学意
义#Qe"<Y ỲQ0"Jl# #̀"$"与空白对照组比较"6a=0 处
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图 95各组小鼠角膜上皮干]祖细胞增生情况比较!\h培养 ?d'&

细胞后 $ Z"# C"随着 6a=0 质量浓度的增加">P'逐渐增加"<# :I7(+

6a=0 处理组 >P'达峰"其量化比较显示组间 >P'差异有统计学意义

Qe%< <̀Y$"Jl# #̀"1与空白对照组比较")Jl# #̀<#单因素方差分析"

4G::DFF-检验" $ e% $ !Vh<# :I7(+6a=0 处理不同时间点细胞中

*U@0% 表达的量化比较 Qe&#Q #̀$"Jl# #̀"1与空白对照组比较"
)Jl# #̀<#单因素方差分析"4G::DFF-检验"$e%$!>h<# :I7(+6a=0

处理不同时间点 d*0$ 表达的量化比较!Qe"<Y ỲQ0"Jl# #̀"1与空

白对照组比较")Jl# #̀<#单因素方差分析"4G::DFF-检验"$e%$!

4h?d'& 细胞分组处理后培养 $ C"?d'& 细胞中角膜上皮标志物阳

性表达#标尺e<# %($?d'& 细胞中 *U@0% 呈红色荧光"d*0$ 呈绿

色荧光#P6?>$ "空白对照组 *U@0% 和 d*0$ 阳性细胞数量较少"6a=0

处理组 *U@0% 和 d*0$ 阳性细胞数量明显多于空白对照组!'h角膜

上皮刮除后 YQ A 角膜上皮标志物的阳性表达 #标尺 e&# %($ !

*U@0% 呈红色荧光"d*0$ 呈绿色荧光#P6?>$ "空白对照组 *U@0% 和

d*0$ 阳性细胞数量较少"6a=0 处理组 *U@0% 和 d*0$ 阳性细胞数量

显著多于空白对照组!6ah白细胞介素%>P'h克隆形成率

理 <*"#*"<*%# 和 0# (*: 组 d*0$ 的相对表达量明显升
高"差异均有统计学意义#均 Jl# #̀<$#图 &>$) ?d'&

细胞分组处理后培养 $ C"免疫荧光染色结果显示"与

空白对照组比较"<# :I7(+6a=0 处理组 *U@0% 和 d*0$
荧光强度显著增强"阳性细胞数均增加 #图 &4$) 角
膜上皮刮除后 YQ A"
6a=0 处理组角膜上皮
中 *U@0% 和 d*0$ 的
荧光强度显著高于空

白对照组"阳性细胞数
均增加#图 &'$)
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图 :5各组 =6B9 中 ,J@=3=:]@=3=: 比值的比较!\3bD9FDB: L+3F
检测显示随着 6a=0 处理时间延长"E=O?\?% 表达条带逐渐增强"6a=0
处理不同时间点 E=O?\?%7O?\?% 比值的总体比较 Qe<& <̀&Y"Jl

# #̀"1与空白对照组比较")Jl# #̀" #单因素方差分析"4G::DFF-检
验"$e%$!V3?d'& 细胞分组处理后培养 $ C"?d'& 细胞中 E=O?\?%
的阳性表达#标尺e<# %($!E=O?\?% 阳性细胞呈红色荧光"细胞核
的阳性呈蓝色荧光#4\@6$ "6a=0 处理组 E=O?\?% 阳性细胞数量明显
多于空白对照组!>3角膜上皮刮除后 YQ A 的再生上皮中 E=O?\?%
的表达#标尺e&# %($!6a=0 处理组 E=O?\?% 阳性细胞数量明显多
于空白对照组

91:5各组 ?d'& 细胞中 E=O?\?% 的相对表达量变化
bD9FDB:L+3F结果显示"随着 6a=0 处理时间的延

长"?d'& 细胞中 E=O?\?% 相对表达量逐渐增强)
<# :I7(+6a=0 处理后 <*"#*"<*%# 和 0# (*:"?d'& 细
胞中 E=O?\?%7O?\?% 比值分别为 % 0̀%p# "̀Y*% 0̀& p
# &̀;*% 0̀$p# %̀&*% Q̀;p# <̀# 和 Y Q̀Qp# %̀%"空白对照
组为 " #̀# p# "̀""组间总体比较差异有统计学意义
#Qe<& <̀&Y" Jl# #̀" $" 6a=0 处 理 后 各 时 间 点 E=
O?\?%7O?\?% 比值均明显高于对照组"差异均有统计
学意义#均 Jl# #̀<$#图 %\$) ?d'& 细胞分组处理后
培养$ C"免疫荧光染色显示"6a=0 处理组细胞中 E=
O?\?% 的荧光强度较空白对照组增强#图 %V$) 角膜
上皮刮除后 YQ A 角膜上皮中 E=O?\?% 阳性细胞比例
明显高于空白对照组#图 %>$)

91?56a=0 中和
抗体注射组和

同型对照抗体

注射组小鼠角

膜上皮修复情

况比较

角 膜 荧 光

素染色检查显

示" 6a=0 中和抗

体注射组角膜荧光素染色面积均明显大于注射后同时

间点同型对照抗体注射组#图 Y\$"同型对照抗体注
射组小鼠结膜下注射后 &Y*YQ 和 $& A 角膜上皮剩余
缺损面积占原始缺损面积的百分比分别为 #$< &̀ p
% 0̀$[*#&$ %̀pY &̀$[和 #< 0̀ p% %̀$["6a=0 中和抗
体注射组分别为 # ;" %̀ p" $̀ $[* # <% $̀ pY &̀ $[和
#&% $̀p% ;̀$["& 个组小鼠结膜下注射后不同时间点
角膜上皮剩余缺损面积占原始缺损面积百分比的总体

比较差异有统计学意义#Q分组 e%Y &̀<$"Jl# #̀"%Q时间 e
&&& #̀Q<"Jl# #̀"$#图 YV$) 免疫荧光检测显示 6a=0 中和
抗体注射组小鼠角膜上皮中 *U@0% 及 d*=0$ 染色双阳性
的细胞数量明显少于同型对照抗体注射组#图 Y>$)
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图 ?5YRJD 中和抗体注射组和同型对照抗体注射组小鼠角膜上皮修
复情况比较!\3各组小鼠角膜上皮荧光素染色!角膜上皮刮除后
同时间点同型对照抗体注射组荧光素染色面积明显小于 6a=0 中和
抗体注射组!V3同型对照抗体注射组与 6a=0 中和抗体注射组各时
间点角膜上皮残留面积的量化比较!Q分组 e%Y &̀<$"Jl# #̀"%Q时间 e

&&& #̀Q<"Jl# #̀"1与各自时间点同型对照抗体注射组比较")Jl# #̀<
#区组设计两因素方差分析"aO4=-检验"$e%$!>3免疫荧光染色显
示角膜上皮刮除后 YQ A 再生上皮中 *U@0% 和 d*0$ 表达 #标尺 e
&# %($!*U@0% 阳性细胞呈红色荧光"d*0$ 阳性细胞呈绿色荧光
#P6?>$1与同型对照抗体注射组比较"6a=0 中和抗体组角膜上皮中
*U@0% 阳性细胞和 d*0$ 阳性细胞数量均减少
!

91> 5正常对照组与糖尿病组小鼠角膜上皮 6a=0
(KU\和蛋白的比较

组Q&Y组 中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



实时荧光定量 @>K检测显示"糖尿病小鼠和正常
对照组小鼠角膜上皮刮除后 &Y A 的再生上皮中 6a=0
(KU\相对表达量分别为 # Ỳ<p# &̀" 和 " #̀#p# "̀0"
糖尿病小鼠角膜再生上皮中 6a=0 (KU\相对表达量
较正常对照组小鼠下降了 <0["& 个组间差异有统计
学意义#-e% Ỳ&"Je# #̀%$ #图 <\$"糖尿病小鼠角膜
上皮刮除后 YQ A 的再生上皮中 6a=0 蛋白质量浓度分
别为#&<$p"&$:I7%+"明显低于正常对照小鼠的#%&%p
"$$:I7%+"差异有统计学意义#-e< 0̀#"Jl# #̀"$#图 <V$)
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图 >5正常对照组与糖尿病小鼠角膜上皮中YRJD 表达的量化比较!
\&糖尿病组和正常对照组小鼠角膜中 6a=0 (KU\相对表达量比较
!与正常对照组比较")Jl# #̀<#独立样本 -检验"$e%$!6a=0&白细
胞介素=0!V&糖尿病组和正常对照组小鼠角膜中 6a=0 蛋白质量浓

度的比较!与正常对照组比较")Jl# #̀<#独立样本 -检验"$e%$!
6a&白细胞介素
!

91D5糖尿病小鼠 6a=0 注射后角膜上皮损伤修复情况
糖尿病小鼠角膜上皮刮除后 $& A"6a=0 注射组小

鼠上皮荧光素染色消失"角膜上皮光滑"@VO 注射组可
见角膜中央荧光素染色阳性#图 0\$) @VO 注射组小
鼠结膜下注射 &Y*YQ 和 $& A 角膜上皮剩余缺损面积
占原始缺损面积的百分比分别为 # Q& $̀ p& #̀ $[*
#0$ Ỳp0 "̀$[和 #"Q Ỳp% Ỳ$["6a=0 注射组分别为
#$" "̀p& ;̀$[*#<& 0̀pY $̀$[和 #% &̀p" $̀$["& 个
组小鼠结膜下注射后各时间点角膜上皮剩余缺损面积

占原始缺损面积的百分比总体比较差异有统计学意义

#Q分组 e&< Ỳ"""Jl# #̀"%Q时间 e%%Y Q̀#$"Jl# #̀"$"结
膜下注射后各时间点 6a=0 注射组角膜上皮剩余缺损
面积占原始缺损面积的百分比明显低于 @VO 注射组"
差异均有统计学意义#均 Jl# #̀<$ #图 0V$) 免疫荧
光检测显示"与 @VO 注射组比较"6a=0 注射组角膜上
皮刮除 YQ A 后再生上皮中 *U@0%*d*=0$ 双阳性表达
的细胞数量明显增加#图 0>$"E=O?\?% 表达于再生上
皮的细胞核内"其阳性细胞数量增加"荧光强度显著增
强) @VO 注射组仅在角膜上皮细胞质中检测到 E=
O?\?% 的弱表达#图 04$)

:5讨论

6a=0 是一种多效性细胞因子"能够在组织损伤修
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图 D5YRJD 结膜下注射对糖尿病小鼠角膜上皮损伤修复的影响!\&
糖尿病小鼠 6a=0 注射组与 @VO 注射组荧光素染色面积比较!角膜
上皮刮除后 $& A"糖尿病小鼠 6a=0 注射组各时间点角膜荧光素染色
面积均小于 @VO 注射组!V&糖尿病小鼠 @VO 注射组与 6a=0 注射组
在注射后不同时间点角膜上皮剩余缺损面积占原始缺损面积的百

分比的量化比较!Q分组 e&< Ỳ"""Jl# #̀"%Q时间 e%%Y Q̀#$"Jl# #̀"1

与各自时间点 @VO 注射组比较")Jl# #̀< #区组设计两因素方差分
析"aO4=-检验"$e%$!>&糖尿病小鼠角膜上皮刮除后 YQ A & 个组
再生的角膜上皮中 *U@0% 和 d*0$ 表达#标尺e&# %($!再生上皮
中 *U@0% 阳性细胞呈红色荧光"d*0$ 阳性细胞呈绿色荧光#P6?>$ )
6a=0 注射组 *U@0% 和 d*0$ 阳性细胞数量均明显多于 @VO 注射组!
4&糖尿病小鼠角膜上皮刮除后 YQ A & 个组再生角膜上皮中 E=O?\?%
的表达 #标尺 e&# %($ E=O?\?% 阳性细胞呈红色荧光"细胞核
#4\@6$呈蓝色荧光"6a=0 注射组 E=O?\?% 阳性细胞数量明显多于
@VO 注射组!6a&白细胞介素

!

复中介导炎症反应"而同时又参与组织的修复过程)
关于 6a=0 在角膜相关疾病中作用的研究已经涉及感
染*干 眼* 化 学 性 烧 伤 以 及 术 后 反 应 等 许 多 方
面

图0""#"&% &̂$, "研究表明"在角膜非感染性炎症和损伤修
复中"6a=0 经典信号通路参与促进角膜上皮细胞的移
行"而 6a=0 反式信号通路则可引起炎细胞渗出*O?\?%

!;&Y!中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



的磷酸化以及炎症相关分子的表达"进而引起角膜成
纤维细胞产生更多的血管内皮生长因子和单核细胞趋

化蛋白=""促进炎症反应 +"#"&0 &̂$, ) 在&型单纯疱疹病

毒引起的炎症反应中"升高的 6a=0 可引起角膜神经退
行"并诱导一系列炎症介质的表达 +0"&<"&$, ) 干眼患者
的眼表在短暂暴露于日常干燥环境和高渗透压环境

后"6a=0 等因子释放增多"可迅速引发炎症导致眼表情
况恶化

+&% &̂Y, ) 本研究采用体内和体外实验分别对 6a=

0 在组织损伤炎症和修复中的作用进行研究"证实内
源性 6a=0 对于角膜上皮干7祖细胞增生和损伤修复起
着关键性作用"6a=0 局部低表达抑制了角膜上皮损伤
的修复"且在糖尿病小鼠角膜中 6a=0 表达明显低于正
常小鼠"外源性补充 6a=0 则能促进糖尿病小鼠角膜上
皮的修复) 值得说明的是"6a=0 注射组的非糖尿病小
鼠角膜上皮损伤的快速修复同时伴有角膜中的中性粒

细胞和巨噬细胞增多) 因此推测 6a=0 在角膜上皮损
伤修复中可能在炎症反应和修复过程中有衔接的作

用"是一种重要的介导性细胞因子)

已有研究证实"6a=0 能够通过加快角膜上皮细胞
的迁移来促进角膜损伤的修复

+; "̂#, ) 本研究中通过体
内和体外实验证实 6a=0 可以直接促进小鼠角膜上皮
干7祖细胞系的增生"与以往关于 6a=0 的研究结论相
一致"即 6a=0 作为角膜上皮和基质间相互作用的中介
因子"能够增强角膜上皮干细胞标志物的表达"增加角
膜缘干细胞的 >P'"并能促进关键转录因子 O?\?% 的
磷酸化

+&Q, ) 此外"本研究中6a=0 中和抗体的体内实验
结果也表明"内源性 6a=0 对角膜上皮干7祖细胞的活
化和上皮损伤的修复都发挥着关键作用)

在糖尿病病变的研究中"角膜上皮损伤的延迟修
复在人类和动物模型中均有报道"其机制与丝氨酸7苏
氨酸激酶#9DB*:D7FABD3:*:DM*:)9D"\d?$*#表皮生长因
子受体*O*BF"*转化生长因子=(*@\K@# E3+.\4@=B*L39D
E3+.(DB)9D$和 @物质=Ud=" 受体等信号通路的异常活
化相关

+&; %̂Y, ) 在糖尿病小鼠角膜上皮干细胞活化和
损伤修复中"O?\?% 信号通路的磷酸化也受到明显影
响) 在糖尿病小鼠中">U?P能够通过激活 O?\?% 信
号通路促进角膜上皮干7祖细胞系的活化和神经再
生

+&&"%<, ) 本研究中我们进一步揭示了糖尿病角膜病
变中 6a=0 同样能够促进角膜上皮干7祖细胞系的活
化"提示我们 6a=0 家族的细胞因子可能在角膜上皮损
伤修复过程中共用 O?\?% 信号通路) 此外"尽管 6a=0

注射组小鼠伴有明显炎症细胞浸润"但角膜上皮损伤
的修复并未明显延迟"其具体机制需要进一步研究)

参考文献

+", >A*: ]\"4*DID+():: KP"O2AG+F,]O1b3G:C AD)+*:I+S,1':I+):C&
?).+3BjPB):2*9]B3GE"&##< _"$ %̂Y1

+&, O2AD++DBR" >A)+)B*9\" O2A(*CF=\BB)94" DF)+1?ADEB3=):C ):F*=
*:J+)(()F3B.EB3EDBF*D93JFAD2.F3M*:D*:FDB+DGM*:=0 + R,1V*32A*(
V*3EA.9\2F)"&#""""Q"% # < $ _Q$Q Q̂QQ1456&"#1"#"0 781LL)(2B1
&#""1#"1#%Y1

+%, aDDOc"X): OR"U)(OS"DF)+1\:)+.9*93JFD)B2.F3M*:D9):C 2+*:*2)+
23BBD+)F*3:9*: O8zIBD: 9.:CB3(DCB.D.DE)F*D:F9):C :3:=O8zIBD:
9.:CB3(DCB.D.DE)F*D:F9+ R,1\( R5EAFA)+(3+" &#"%" "<0 # & $ _
&Y$ &̂<%1456&"#1"#"0 781)831&#"%1#Y1##%1

+Y, c33: d>"RD3:I6c"@)BM c]"DF)+16:FDB+DGM*:=0 ):C FG(3B:D2B39*9
J)2F3B=)+EA)+DHD+9*: FD)B93JE)F*D:F9N*FA CB.D.D9.:CB3(D+ R,1
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'\g&实验性自身免疫性葡萄膜炎#D-EDB*(D:F)+)GF3*((G:DGHD*F*9$
']P&表皮生长因子#DE*CDB()+IB3NFA J)2F3B$
'a6O\&酶 联 免 疫 吸 附 测 定 # D:,.(D=+*:MDC *((G:393BLD:F

)99).$
'K]&视网膜电图#D+D2FB3BDF*:3IB)($
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